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(g) Mikrosysteme zurZel I permeation und Zellfusion 

@ Eine Elektroporations- und/oder Fusionsbehandlung 
mikroskopischer Objekte erfolgt in einem Medium zwi- 
schen mindestens zwei Elektroden, wobei die Elektroden 
miniaturisierte Elektroden in einem Mikrosystem mit ei- 
ner Kanalstruktur sind, die zum Durchflul^ des Mediums 
mit den Objekten eingerichtet ist. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Vomchtung zur Manipulie- 
rung und Bearbeitung blologischer Objekte mittels elektri- 
scher Pulse, insbesondeie zur Pbrmeation (Poration) und/ 5 
oder Fusion von Zellen oder von syntbed.schen, membra- 
numhullten Gebilden wie Liposomen oder Vesikeln oder zur 
Permeation von Membran- oder Schichtmaterialien in mi- 
niaturisierten Elektrodenstruktunen, und Mampulierungs- 
oder Bearbeitungsverfahren unter Verwendung einer derar- 10 
tigen Vorrichtung. 

Fur bestimmte biotechnologische, medizinische oder gen- 
technische Aufgaben ist die kuizzeitige und reversible Erho- 
bung der Durcblassigkeit der Utnbullung lebender, in einer 
Russigkeit suspendierter Zellen von Inteiesse (Ubersicht in is 
"Elektromanipulation of Cells", U. Zimmermann, G. A. 
NeiL, CRC, 1996). Neben cbemischen, virusbasierljen und 
laserinduzierten Permeationsmethoden hat sich wegen der 
Einfachheit und Definiertheit der Applikation die Permation 
mittels kurzer elektrischer Pulse (Elektroporation oder Elek- 20 
tropermealion) entwickelt, wobei gepulste Gleichstromsi- 
gnale (s, U. Zimmermann et al, in "BBA", Band 641, 1982, 
S. 160 ff.) Oder gechoppcrte HF-Felder (s. 
PCr/US88/03457) verwendet werden. Bei den bisher allge- 
mein bekannten, kommerzielL verfiigbaren Elektroporati- 25 
onsgeraten weiden die Elektroporationen und/oder Fusio- 
nen in Kammem niit Elektroden durchgefuhrt, deren Di- 
mensionen wesentlich groBer als die Dimensionen der be- 
bandelten Objekte sind, wobei die folgenden Nacbteile auf- 
treten. 30 

Zellen konnen bisher nicht in Kulturmedien permeiert 
werden, da diese eine hohe Leitfahigkeit besitzen und auf- 
grund der niedrigen Dielektiizitatskonstante und LeitTabig- 
keit biologischer ZeUen das elektrische Feld au]3erhalb der 
Zellen verlaufen wiirde. AuBerdem wiirden die Kulturme- 35 
dien zu einer hohen thermischen Belastung der zu behan- 
delnden Zellen durch Widerstandsheizen aufgnind des 
StromfLusses durch das Kulturmedium fiihien, Der Anwen- 
dungsbereich der herkommlichen Elektroporadonsgerate ist 
femer auf robuste und widerstandsfahige 2^Ilen beschrankt. 40 
AuBeidem ist eine Optimierung der Fusionsparameter wie 
z, B. der Feldstarke und der Pulsfrequenz nur eingeschrankt 
moglich. Dies ergibt sich aus der GroBenabhangigkeit des 
maximal induzierten T>ansmembranpotentials Vm"*^ einer 
sich in einem extemen elektrischen Feld E befindhchen 45 
ZeUe (Radius R) gemaB Vm"*^ = 1,5 ■ R * E und der prakti- 
schen GroJBenvarianz biologischer Objekte. Dies ist insbe- 
sondere dann problematisch, wenn unterschiedliche Zellty- 
pen gleichzeitig permeiert bzw. fiisioniert weiden sollen 
oder nur wenige Ausgangszellen zur \ferfiigung stehen. 50 
SchlieBHch erlauben die herkommlichen Elektroporadons- 
gerate kehie zuverlassige Einzelzellmanipulation oder -per- 
meation. 

Es ist femer allgemein bekannt, dal3 sich biologische Ob- 
jekte auf der Grundlage negativer oder positiver Dielektro- 55 
phorese mit hochfrequenten elektrischen Feldem manipulie- 
ren lassen. Dies wird uisbesondere ui Mikrosystemen reali- 
siert, wie es beispielsweise von G, Fuhr et al. in "Naturwis- 
senschaften". Band 81, 1994, Seiten 528 ff. beschiieben ist. 
So zeigen bei einer ublichen Ldsungsnilttelleitfahigkeit von 60 
rund 0.3 S/m biologische ZeUen unter der Wirkung hochfre- 
quenter elektrischer Felder iiber einen grofien Frequenzbe- 
reich von rd. 1 MHz bis iiber 120 MHz negative Dielektro- 
phorese, d. h. die Zellen werden von mit den Hochfrequenz- 
feldem beaufschlagten Elektroden zu Gebieten niedriger 6S 
Feldstarke bewegt. In Kulturmedien mit Leitfahigkeiten 
liber 1 S/m zeigen tierische Zellen iiber alle Frequenzen ne- 
gative Dielektrophorese* 
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Es ist die Aufgabe der Erfindung, eine verbesserte Vor- 
richtung zur Manipulierung oder Bearbeitung (insbesondere 
durch Permation) niikroskopischer Objekte zu schaffen, de- 
ren Anwendungsbereich in Bezug auf die Auswahl der Um- 
gebungs- oder Kulturmedien, die Optimierung der Porati- 
onsparameter und/oder die Handhabung kleinster Objekt- 
mengen (bis hin zu Einzelobjekten) erweitert ist. Die Auf- 
gabe der Erfindung besteht auch darin, ein verbessertes 
Elektroporationsverfahien unter ^rwendung einer derarti- 
gen Vorrichtung anzugeben. 

Diese Aufgaben werden durch eine Vorrichtung, ehi Elek- 
troporationsgerat bzw. ein Verfahren mit den Merkmalen 
entsprechend den Patentanspriichen 1, 8, 9 bzw. 12 gelost, 
Vorteilbafte Ausfuhrungsformen der Erfindung ergeben sich 
aus den abhangigen Anspriichen. 

Die Grundidee der Erfindung besteht darin, von den her- 
kommlichen, makroskopiscben Elektroporationsanordnun- 
gen zu Mikrosystemen iiberzugehen, bei denen die Objekt- 
behandlung in Umgebungs- oder Kulturmedien zwischen 
miniaturisierten Elektroden stattfindet. GemaB einem ersten 
wichtigen Aspekt der Erfindung sind die Elektroden in ei- 
nem Mikrosystem mit einer Kanalstruktur voi^esehen. Im 
Unterschied zur herkommlichen Elektroporation in gc- 
schlossenen Kuvetten ist die Kanalstruktur als DurchfluBsy- 
stem eingerichtet. Die zu behandelnden Objekte werden so- 
mit vom stromenden oder flieBenden Medium zu den Elek- 
troden gefuhrt und beim DurchfluB oder wahrend dnes zeit- 
lich begrenzten, ortsfesten dielektrophoretischen Positionie- 
reus der Objekte in Bezug auf die Elektroden permeiert, Ge- 
maB einem zweiten wichtigen Aspekt der Erfindung werden 
die Objekte mit einem derart geringen Abstand von den 
Elektroden permeiert, daB selbst in hochleitfahigen Medien 
eine Permeation erfolgen kann. Im Mikrosystem sind Elek- 
troden zur Ausubung von Polaris ationskraften auf der 
Grundlage negativer Dielektrophorese und Elektroden zur 
Elektroporation vorgesehen. GemaB einem dritten wichti- 
gen Aspekt der Erfindung sind Elektroden vorgesehen, die 
eine Doppelfunktion erfiiUen. Eine erfindungsgemaOe ^^r- 
richtung weist z. B. ein Elektrodensystem auf, das simultan 
zur Halterung der Objekte im Medium oder zur Fiihrung der 
Objekte in einem stromenden Medium so wie zur Beauf- 
schlagung der Objekte mit elektrischen Feldem zur Reali- 
sierung der Elektroporation eingerichtet ist. Im Unterschied 
zu heriiommlichen Elektroporationsgeraten bilden die Elek- 
troden erfindungsgemaB einen mindestens in zwei zueinan- 
der senkrechten Raumrichtungen geschlossenen Kafig, in 
dem die Objekte manipuliert und der Elektroporation ausge^ 
setzt werden. 

Gemafi einer bevoizugten Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung ist das Elektrodensystem so eingerichtet, dal3 die Pora- 
tion der Objekte entsprechend vorbestimmter Porationsmu- 
ster erfolgt. Hierzu besitzen die Elektroden (Pulselektroden) 
feldformende Einrichtungen wie z. B. Elektrodenspitzen, 
die entsprechend den gewiinschten Porationsmustem ange^ 
ordnet sind, oder Abschirm- oder Abdeckelemente, die ein 
Freiliegen der Elektroden in Bezug auf das Medium mit dem 
Oder den Objekten entsprechend dem gewiinschten Porati- 
onsmuster erlauben, 

Eine erfindungsgemalSe %rrLchtung wird vorzugsweise 
als Mikrosystem mit Kanalstrukturen aufgebaut, die in min- 
destens einem Bereich mit einem erfindungsgemaBen Elek- 
trodensystem ausgestattet sind (Elektroporationsbereicb). 
Vorteilhafterweise werden derartige Elektroporationsberei- 
che im Mikrosystem mit anderen Bereichen zur Behandlung 
Oder Manipulierung der Objekte z. B. zum Sammeln oder 
Trermen bestimmter Objekttypen (Manipuberungsbereicb) 
kombiniert. ErfindungsgemaBe Mikrosysteme werden vor- 
zugsweise als DurchfluBsysteme betrieben. 



DE 198 59 

3 

Die Erfmdung besitzt die folgenden %r1jeile, Erfindungs- 
gemaBe Vomchtungen eriauben Objektpermeationen in 
physiologischen Losungen. Somit wind die Anwendbariteit 
der ElektropoiatioQ auf Medien mit hoher Leitfahigkeit 
(z. B, im Bereich von 0.01 bis 10 S/m) erweitert, Es wird 5 
erstmalig eine zuverlassige, beruhningsfreie und schonende 
Permeation einzelner Objekte oder Objektgmppen in fieier 
Lc5sung ermoglicht. Die MimaturisieAarkeit des Systems 
erlaubt eioe Erinohung der Elektrodenhaltbarkeit und eine 
Verringerung der Elektroporations-Pulsamplituden (bis ld 10 
den Volt- bis 100 V-Beieich), wobei dennoch die erforderli- 
chen hohen Feldstarken erzielbar sind. Es wird erstmals er- 
mogUcht, die zu behandeinden Objekte simultan an mehre- 
rcn Stellen entspiechend vorbestininLten definierten Porati- 
onsmustem zu behandeln. Es wird eine Kombination der is 
bisher auf makroskopische Anwendungen beschrankten 
Elektroporationstechnik mit Verfabrensweisen der Mikrosy- 
stemtechnik ermoglicht. 

Weitere Vorteile bestehen in der erhohten Effizienz und 
Ausbeute der Elektroporation, der verminderten Warmepro- 20 
duktion durch Minimierung der Elektrodenoberflache, der 
Moglicbkeit der Permeation unterschiedlich grolSer Objekte 
und der zeiteffektiven Permeation von Objekten in Durch- 
flulSsystemen bei niedrigen Spannungen. 

Die Erfindung ist nicht auf biologische ZeUen bescbrankt, 25 
sondem karm entsprechend mit alien iDteressierenden syn- 
thetischien, membranumhullten Gebilden wie Liposomen 
Oder Vesikeln oder mit Membran- oder Schichtmaterialien 
implementiert werden. 

Weiteie ^forteUe und EinzeUieiten der Erfindung weiden 30 
im folgenden unter Bezug auf die beigefiigten Zeichnungen 
eriautert* Es zeigen: 

Fig, 1 A, IB zwei Ausfiihrungsformen von Elektrodensy- 
stemen in erfindungsgemafien \brrichtungen in schemati- 
scher Perspektivansicht, 35 

Fig- 2A, 2B zwei weitere Ausfiihrungsformen von Elek- 
trodensystemen in schematiscber Perspektivansicht, 

Fig, 3 eine weitere Ausfubrungsform eines Elektrodensy- 
stems mit planaren, strukturiertea Elektioden, 

Fig. 4, 5 schematische Darstellungen zur Illustration des 40 
Feldlinienverlaufs bei der Elektroporation, 

Fig, 6 eine schematische Perspektivansicht zur Illustra- 
tion erfindungsgemaBer feldformender Einrichtungen am 
Elektrodensystem, 

Fig, 7 eine schematische Darstellung eines Mehrkanal- 45 
Mikiosystems, das zur er6ndungsgemal3en Poration von 
Objekten unterschiedlicher GroBe eingerichtet ist, 

Fig. 8 eine schematische Darstellung eines erfindungsge- 
maBen Elektroporators mit DurchflulSbetrieb, 

Fig, 9 schematische Darstellungen weiterer Elektroden- 50 
formen fur dteidimensionale Anordnungen von Elektroden- 
systemen. 

Fig, 10 schemadsche Darstellungen zur ELustration der 
Kombination von Porations- und Manipulierungsbereichen 
in erfindungsgemaBen Mikrosystemen, und 55 

Fig. 11 eine weitere Ausfuhrungsform eines Elektroden- 
systemen in schematiscber Draufsicht. 

Die folgende Erlauterung bezieht sich insbesondeie auf 
die Elektrodengestaltung und -beschaltung in erfindungsge- 
maBen Vorrichtungen. Einzelheiten der Herstellung von Mi- 60 
krosystemen mit halbleitertechnologischen Mitteln, der 
Kombination von Mikrosystemen mit Probenzufuhr- oder 
Detekdonssystemen, der Erzeugung der Hochfrequenzfel- 
der zur Dielektrophoiese und der Gestaltung der Permeati- 
onspulse werden nicht im einzehien erlautert, soweit diese 6S 
an sich aus den herkommlichen Ibchniken bekannt sind und 
in analoger Weise bei der erfindungsgemaBen %rrichtung 
iibemommen weiden konnen. Bei den folgenden Darstel- 
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lungen wird in der Regel ein rundes Objekt gezeigt, das 
stellvertretend fiir die obengenannten, zu behandeinden Ob- 
jekte dargesteUt wird. Der Schwerpunkt der folgenden Er- 
lauterung liegt bei der Elektroporation in DuichfluJSsyste- 
men, Hieibei wird der ElektroporationsbereLch der erfin- 
dungsgemaBen ^forrichtung von einem Medium (Umhiil- 
lungs- oder Kulturmedium) mit den zu behandehiden Ob- 
jekten durchstromt, wobei miniaturisierte Elektroden Feld- 
banieien in Richtungen senkrecht zur Stromungsrichtung 
(zweidimensionale Feldkafige) bilden. Die Erfindung ist 
entsprechend in stationaren Systemen insbesondere mit 
dreidimensionalen Feldkafigen implementierban 

Die Fig* 1 A, IB zeigen beispielhafte Ausfiihrungsformen 
von Elektrodensystemen von DurchfluBanordnungen erfin- 
dungsgemaBer Vorrichtungen. In Mikrosystemen mit Kanal- 
sftukturen (beispielsweise halbleitertechnologisch prozes- 
sierte Kanale in Si-Chips) sind jeweils zwei der zum Elek- 
trodensystem gehorenden vier Elektroden an der oberen 
bzw. unteren Kanalbegrenzung (Deckel bzw. Boden) ange- 
bracht. Die perspektivischen Darstellungen zeigen die Elek- 
troden 11a und lib als obere Elektroden und die Elektroden 
ILc und Ud als untere Elektroden. Die nicht daigesteLLten 
Kanalbegrenzungen suid vorzugsweise ebene Halbleiter- 
oberflachen im Chip, auf denen die Elektroden mit geeigne- 
ten Depositionsverfahien gebildet sind. Es ist hervorzuhe^ 
ben, daB die Elektroden im wesenthchen schichtformig auf 
den Kanalbegrenzungen aufgebracht sind und somit nicht 
bzw. nur geringfugig in den Kanal hineinragen. Gesonderte 
seitliche Kanalbegrenzungen zwischen den oberen Elektro- 
den einerseits und den unteren Elektroden andererseits sind 
aufgrund der Feldkafigfiinktion des Elektrodensystems 
nicht erforderlich* Das Elektrodensystem ist zur Ausbildung 
elektrischer Feldbarrieren auf der Grundlage negativer Di- 
elektrophorese zwischen den Objekten 13 und den oberen 
bzw. unteren Kanalbegrenzungen bzw. den sich seitlich an- 
schlieBenden Kanalraumen eingerichtet. 

Im Unterschied zu herkommlichen Elektroporationskam- 
mem weiden erfindungsgemaB mindestens zwei (vorzugsr 
weise vier oder mehr) Elektroden dieidimensional in einem 
Kanal angeordnet. Die Objekte 13 (z. B. biologische ZeUen) 
werden duich eine Medienstromung oder eine andere Kraft 
(Pfeilrichtung in Pig, lA) durch das Elektrodensystem ge^ 
fiihrt und auf der Grundlage negativer Dielektrophorese von 
den Elektroden weg in den Zentralbereich des Kanals ge- 
driickt. Zur Erzielung bestimmter Bewegungsablaufe kon- 
nen die Elektroden lla-lld bandartig verschieden gestaltet 
sein, so z. B. kurvenformig (Fig. lA) odergerade (Fig. IB). 

Das Elektrodenmaterial wird anwendungsabhangig ge^ 
wahlt und besteht vorzugsweise aus Platin, Titan, Ibntal 
oder Legierungen aus diesen. Die Dicke der Elektiodenban- 
der hegt im /im-Bereich und ist vorzugsweise < 1 jam. Cha- 
rakteristische Kanalquerdimensionen liegen im Bereich von 
rd. 1 ^m bis 100 ^m. 

Die Elektroden lla-lld sind jeweils entsprechend mit 
elektrischen Steuerleitungen 12a-12d verbunden. Die Steu- 
erleitungen fubren zu einer (nicht dargestellten) Steuerein- 
richtung, die einen Hochfrequenzgenerator zur Erzeugung 
der Hochfiequenzfelder fur die negadve Dielektrophoiese 
und einen Pulsgenerator zur Erzeugung der Permeations- 
pulse enthalt. In diesem Fall funktionieren die Elektroden si- 
multan als Hochfrequenz- und Pulselektroden. 

Beim erfindungsgemaBen Betrieb werden die zu behan- 
deinden Objekte 13 mit dem Medium duich den Kanal mit 
dem Elektrodensystem lla-lld gefiihrt. Das Elektrodensy- 
stem wird simultan mit HF-Spannungen (Bereich z. B. 
1 MHz bis liber 120 MHz) und Pbimeationspulsen (Dauer 
lis-Beieich, Amplitude bis 100 V) beaufschlagt. Die Ob- 
jekte werden somit simultan in den Zentralbereich des Ka- 
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nals gedriickt, wo die Permeationspulse wirken, die zu einer 
reversiblen Offhung derZeUmembran fuhren. Die simultane 
Nutzung des Elektrodensystems fur beide Funktioneo stellt 
einen besondeien und bei der frUheien Betrachtung her- 
kommlicher Elektioporationsgerate und Mikrosysteme 
uicht erwarteten Vorteil dar. 

Die in Kanalstromungsrichtung wiiksame Lange der 
Elektroden lla-lld kann anwendungsabhangig verschieden 
aus&Uen bzw. dazu eingeiichtet sein, dal3 mehrene Objekte 
13 (Fig, lA) gleichzeitig, aber raumlich getrennt im Elek- 
trodensystem permeiert werden. 

Ein bcsondeier Vorteil der Erfindung, nanilich die Bereit- 
stellung vorbestimmter Porationsmuster, wird im folgenden 
unter Bezug auf die Fig, 2A, 2B erlauteit, die zwei Ausfuh- 
rungsformen mit Elektrcxlensystemen zeigen, die mil feld- 
formenden Einrichtungen versehen sind. Die Elektrodensy- 
steme besteben aus den Elektrcxien 21a-21d mit den ent- 
sprechenden elektrischen Steuerleitungen 22a-22d und 
feldformenden Elektrodenelementen 25 und 26. In Fig. 2A 
ist aus Ubersicbtlichkeitsgrimden wie bei Fig. lA, IB nur 
das Elektrodensystem und das Objekt 23 ohne die Kanalbe^ 
grenzungen und obne andere Tbile des Mikiosystemschips 
dargestellt. In Fig. 2B sind lediglich die feldformenden Ele- 
mente (oder separaten Elektroden) 25a-25j, 26a-26j, das 
Objekt 23 und zur Verdeutlicbung die Ebenen der oberen 
bzw, unteren Kanalbegrenzung 27, 28, nicht jedoch ggf. vor- 
handene, die Elemente in Gruppen verbindende Elektroden- 
bander bzw. die elektrischen Steuerleitungen daigestellt. 

Die feldformenden Elemente 25, 26 sind Elektnodenstuk- 
turen, die sich band- oder linienfbrmig auf der jeweiligen 
Kanalbegrenzungsoberflache hin zur Kanalmitte erstrecken. 
Die Langsdimension hin zur Kanalmitte wild derart ge- 
wahlL, daB die Enden der feldformenden Elemente nur noch 
einen Abstand von rd. einem bis einem halben Objektdurch- 
messer vom Objekt 23 entfemt sind. Die Querdimensionen 
werden so gewahit, daB sich spitzenformige Strukturen er- 
geben, die wesentlich diinner als die charakteristische Ob- 
jektdimension sind. 

Die feldformenden Elemente 25, 26 verursachen eine 
hohe Feldlinienkonzentration und somit hohe Feldstaiken in 
lokal eng begrenzten Bereichen, Damit ergibt sich auch itn 
Medium eine Feldlmienbundelung und somit ein dielektri- 
scher Durchschlag an bestimmten Orten auf der Oberflache 
des Objekts 23. Die ortHche Verteilung der Durchschlage 
entspricht der Verteilung der feldformenden Elemente und 
ergibt ein vorbestimmtes Pbrationsmuster. 

Die Fig. 2A zeigt euie Ausfuhrungsform mit vier Elektro- 
den 21a-21d mit einer raumlichen Anordnung analog zu 
Fig, lA. Die Fig, 2B hingegen ist eine Multielektrodenan- 
ordnung, die als DurchfLuJSsystem oder als stationares Sy- 
stem mit einem geschlossenen Feldkafig betrieben werden 
kann. Es ist moglich, daB jedes der feldformenden Elemente 
25a-25j, 26a-26j gemaB Fig, 2B eine separate Elektrode 
mit einer eigenen elektrischen Steuerleitung darstellt. Erfin- 
dungsgemaB ist es nicht zwingend erforderlich, daB die 
Elektroden die genannte DoppeLfunktion erfuUen. Sind bei- 
spielsweise viele, fein strukturierte feldformende Elemente 
fiir die Elektioporation gemafi Fig, 2B vorgesehen, so ist es 
moghch, daB diese Spitzenelektroden bei Ansteuerung mit 
einer Hochfrequenz-Spannung keine geniigenden Feldkrafte 
aufbringen, um das zu behandelnde Objekt im interessieren- 
den Bereich zu positionieren oder zu fokussieren. In diesem 
Fall konnen gesonderte (nicht dargesteUte) Elektroden zur 
Erzeugung geeigneter Feldbarderen vorgesehen sein. 

Zur Erhohung der lokalen Feldlinienkonzentration kon- 
nen an den kanalseitigen Enden der feldformenden Ele- 
mente zusatzlich (nicht dargesteUte) Spitzen- oder Kanten- 
strukturen vorgesehen sein. 
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Fig, 3 zeigt eine weitere Ausfuhrungsform mit planaren 
Oder scheibenfbrmigen Elektroden 31, 32, zwischcn denen 
das Objekt 33 mit einem DurchHuBsystem hindurchgefuhrt 
wird. Diese Ausfuhrungsform ist somit eine Zwei-Elektro- 
5 denanordnung, bei der wieder die Elektroden eine Doppel- 
fiinktion in Bezug auf die Dielektrophorese und die Elektro- 
poration erfuUen. Jede der Elektroden 31, 32 besitzt eine in- 
nere stemfbrmige Ausnehmung, so daB das Elektrodenma- 
terial Spitzen 34 bildet, die analog zu den feldformenden 
Elementen 25, 26 in den Fig, 2A, 2B Feldhnienkonzentra- 
tionen und somit ein bestimmter Porationsmuster auf dem 
Objekt 33 ergeben, sobald die Durchschlagsspannung er- 
reicht ist. 

Die Fig, 4 und 5 illustrieren die feldformende Wirkung 
der Elektroden bzw. der feldformenden Elemente bei erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtungen. Fig. 4a zeigt den Feldlinien- 
verlauf in der Nahe und dunch eine biologische ZeUe 43 bei 
niedriger AuBenleitfahigkeit, wie er beispielsweise bei her- 
kommlichen Permeationsanordnungen gegeben ist. Fig. 4b 
zeigt die Situation bei hoher AuBenleitfahigkeit. Die bei 
niedriger AuBenleitfahigkeit auftretende Biindelung der 
Feldlinien 41 im Bereich 43a, 43b der Oberflache des Ob- 
jekts 43 kaim bei hoher leitender AuBenlosung nicht erreicht 
werden, da die Feldlinien 41 das Objekt 43 vorrangig um- 
flieBen und weniger durchsetzen, Wird hingegen gemaB Fig, 

5 das Ende der Elektrode bzw. des feldformenden Elements 
51 mit mogHchst geringer Querdimension (d. h. moglichst 
spitz, Kriimmungsradus < K Objektradius) nahe an die Ob- 
jektoberflache (z. B. Oberflache einer biologischen Zelle) 
53 angeordnet, so konnen auch in hoch leitfahigen Aufienlo- 
sungen (physiologische Kulturmedien) geniigend hohe 
Feldstarken fur die Elektroporation erzielt werden. Der Ab- 
stand der Spitze der Elektrode 51 von der Objektoberflache 
betragt vorzugsweise weniger als ein Objektdurchmesser, 
Die Feldlinien 52 zeigen den Bereich des dielektrischen 
Durchbruchs durch die Membran oder Oberflache des Ob- 
jekts 53. 

Eine andere Gestaltung feldformender Elemente ist in 
Fig. 6 illustriert. Bei diesem Elektrodensystem sind zwei 
Elektroden 61, 62 in planarer, flachiger Gestaltung vorgese- 
hen. Die feldformenden Elemente werden durch Isolationsr 
schichten 65 auf jeder der Elektroden auf der dem Kanal 
bzw. den Objekten zugewandten Seiten gebildet. Die Isola- 
tionsschichten 65 besitzen an vorbestimmten Positionen 
Ausnehmungen oder Offnungen 54, an denen die metalli- 
sche Elektrodenflache (dunkel dargsteUt) mit dem Medium 
in Beriihrung kommt. Die Ausnehmungen 64 kormen in vor- 
bestimmter Weise mit den verschiedensten Of&iungsformen 
mit eckigen, kurvenfbrmigen oder langgestreckten Umhiil- 
lungen vorgesehen sein. Die Elektroden 61, 62 sind auf Sub- 
straten (nicht dargestellt) mit den Methoden der Halbleiter- 
technologle prozessiert. Als Substratmaterial kommt hier 
wie bei den anderen Ausfuhrungsformen neben Halbleiter- 
material (z. B. Sihzium) auch Glas, Kunststoff, Keramik 
oder dgl, in Frage. Das Bezugszeichen 63 bezeichnet das 
Objekt, das im Kanal zwischen den Elektroden 61, 62 hin- 
durchgefuhrt Oder hindurchgestromt wird. 

Die Ausnehmungen 64 bewirken analog zur Funktion der 
feldformenden Elemente in Spitzenform eine Konzentration 
der Feldlinien, so daB sich eine Penneation des Objekts 63 
an bestimmten SteUen ergibt bzw. das vorbestimmte Porati- 
onsmuster ergibt. 

Ein besonderer Vorteil der Ausfuhrungsform gemaB Fig* 

6 besteht darin, daB Belastungen des Elektrodenmaterials 
durch relativ hohe Pulsspannungen verringert werden. Die 
Pulsspannungen konnen hier wie bei den anderen Ausfuh- 
rungsformen im Bereich von 1 V bis zu einigen 100 V lie- 
gen. 
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Gegenstand der Erfindung ist auch die Kombination eines 
miniatimsierten Elektroporationssystems gemaB dner der 
oben erlauterten Ausfuhrungsformen mit einem mimaturi- 
sierten Objektmanipulator und/oder -detektor, wobei eine 
Elektioporation der Objekte nur an voibestimmten Objekten 
oder entsprecbend vorbestimmter Zeitmuster vorgenomtnen 
wird. Bin derartiges System kam anweadungsabhangig ana- 
log zu den in Fig. 7 gezeigten Grundstrukturen gestaltet 
sein. 

Fig,. 7 ist eine scbematiscbe Draufsicht auf ein miniaturi- 
siertes Mehrkanalsystem, bei dem zwei Kanale 71, 72 vor- 
gesehen sind, die von Randelementen 73a begrenzt und 
durch Ibennelemente 73b (Spacer) getiennt sind. Die Ka- 
nale 71, 72 werden in Ffeilrichtung von einem Medium 
durchstromt. 

Das Mikrosystem umfaBt einen Manipulationsbereich A 
und einen Elektroporationsbeieich B, Im Manipulationsbe- 
reich A erfolgt eine Trennung einstromender Objekte und/ 
Oder eine Detektion. Beim daigestellten Beispiel ist im Ma- 
nipulationsbereich A ein Paar von Ablenkelektroden 76 vor- 
gesehen, die sich im Kanal71 schrag zurStromungsrichtung 
erstrecken. Die Ablenkelektroden umfassen eine unteie 
Elektrode am Kanalboden (nicht daigestellt bzw. verdeckt) 
und eine obere Elektrode an der oberen Kanalbegienzung. 
Zwischen den Elektroden kann das Medium frei durchstro- 
men, wobei jedoch bei Beaufschlagung mit einem hochfre- 
quenten Wechselfeld eine elektrische Feldbarriere aufgebaut 
wird, die sich im Kanal71 schrag zur Stiomungsrichtung er- 
stieckt. 

Die dielektrophoietischen Krafte sind abhangig vom Ob- 
jektvolumen. Bei biologischen Objekten weiden zur Ver- 
meidung von Membranvorschadigungen Wechselfelder mit 
Frequenzen oberiialb von 10 MHz verwendet. Beim darge^ 
stellten Beispiel erfolgt ein Einstromen eines Zellgemisches 
bestehend aus grolSen ZeUen 74 und kleinen ZeUen 75. Die 
Spannung zwischen den Ablenkelektroden wird derart ge- 
wahlt, dal3 auf die giolSen Zellen 74 eine geniigend giol3e di- 
elektrophoretische AbstolSungskraft wirkt, so daB diese ent- 
lang der Erstreckungsrichtung der Ablenkelektroden duich 
eine OShung zwischen den Itennelementen 73b in den 
zweiten Kanal 72 iiberfiihrt weiden. Die kleinen Zellen 75 
hingegen konnen die Feldbarriere zwischen den Ablenk- 
elektroden 76 passieren und bleiben im ersten Kanal 71. 

Stromabwarts in den Kanalen sind Detektoren 78 vorge- 
sehen. Falls an diesen der Vorbeitritt von Zellen z. B. elek- 
trisch oder optisch detektiert wird (z, B, durch eine Wider- 
standsmessung oder mittels Fhotodioden), so wild unter Be- 
riicksichtigiing der Stromungsgeschwindigkeit mit einer be- 
stimmten Veizogerungszeit im Elektroporationsbereich B 
die Elektroporation mit den Elektroden 77, 77a ausgelost. 
Die Porationsparameter und die Elektrodengr613e 1st dabei 
an die getrennten ZellgroBen angepal3t. Bei den Elektroden 
77, 77a handelt es sich vorzugsweise um dreidimensionale 
Elektrodenanordnungen, wie sie beispieUiaft oben erlautert 
wuide. Die Elektroden sind wiederum am Boden bzw. Dek- 
kel des Kanals 71 oder 72 angebracht. Das Auslosen eines 
Fusions- Oder Korrationspulses kann rechnejgestiitzt oder 
durch einen detektorgekoppelten Schalter eifolgen. 

Nach der Permeation konnen die permeierten Zellen 79, 
80 gegebenenfalls dielektrisch gesammelt und fusioniert 
weiden, wobei wiederum Ablenkelektroden benutzt wer- 
den. 

Das in Fig, 7 beispielhaft gezeigte System lafit sich an- 
wendungsabhangig beliebig auf mehr Kanale, komplexeie 
Ablenktechniken und Elektroporationen an mehreren Stufen 
erweitem. 

Fig.. 8 zeigt ein weiteres Beispiel eines Mikrosy stems, das 
zur mehrstufigen oder kontinuierlichen Permeation ohne zu- 



satzliche Sensoreinrichtungen eingerichtet ist. Beim Mikro- 
system gemaB Fig. 8 fuhrt ein Kanal 80 zwischen zwei Be- 
grenzungen 81 eine Stromung eines Mediums mit den Ob- 
jekten 83. fjeitlich an den Kanalbegrenzungen 81 sind Elek- 
5 tioden 82 angebracht, die zur Elektroporation eingerichtet 
sind. Die Elektroden 82 sind uber elektrische Steuerleitun- 
gen 85 ansteuerbar, die Schaltelemente 84 zum gezielten 
Betatigen einzelner Elektroden 82 aufweisen. Die Lange der 
Einzelelektroden bzw. Elektrodenkombinationen in Kanal- 

10 langsrichtung, die Stromungsgeschwindigkeit und die ge- 
wiinschte Porationspulslange und -wiederholdauer erlauben 
eine kontinuierliche Penneation der Objekte wahrend des 
Durchtiitts durch den Kanal, Bei Elektroden mit einer Lange 
von z. B, 1 mm und einer Stromungsgeschwindigkeit von 

15 1 mm/s ist sichergestellt, dal3 bei einer Pulsperiode von 1 s 
jede Zclle pro Periode einen Puis erfahrt. Der Einsatz euier 
Vielzahl von Einzelelektroden anstelle einer sich lang er- 
streckenden, einheithchen Elektrode besitzt den Vorteil, dal3 
an einer integralen Elektrode Spannungsverluste und Erwar- 

20 mungen auflreten wiirden, die die Elektroporation nachteilig 
beeinflussen konnten. 

Fig. 9 zeigt Abwandlungen der Elektrodenanoidnung ge^ 
maJ3 Fig. 8. Von den dreidimensionalen Elektrodensystemen 
ist jeweils nur eine Ebene daigestellt. Vorzugsweise wird die 

25 zweite Ebene sandwichartig spiegelsymmetrisch iiber der 
ersten Ebene angebracht. Die geraden Elektroden 91A par- 
allel zum Kanal besitzen den Vorteil, daB das Feld eine 
gleichbleibende Feldstarke besitzt. Die Kontakte zu den 
Subelektroden konnen iiber Schaltelemente 91A1 extern ge- 

30 steuert werden, Altemativ konnen Kurvenformen 91B 
(Dreiecksform, Sinusform oder sogenannte "castellated" 
Form) fur bestimmte Zelltypen durch Variation der Feld- 
starke bevorzugt sein. Segmentierte Einzelelektroden soU- 
ten derart dimensioniert sein, daf3 die Einzelsegmente eine 

35 Lange von rd. 100 |im in Kanakichtung besitzen. 

Fig. 10 illustriert die Prinzipien der Kombination von 
Manipulations- und Elektroporationsbereichen. So konnen 
entweder zwei getrennte Strukturen lOlA oder eine gemein- 
same Struktur lOlB benutzt weiden. Jm Manipulationsbe- 

40 reich ("Sammeln") erfolgt eine Beaufschlagung der Elektro- 
den mit dem Hoch&equenzfbld zur Ausbildung von Feld- 
barrieren, die die Objekte in den Porationsbereich zusam- 
menfuhren. Es ist nicht erforderUch, daB das Hochfrequenz- 
feld fur die Dielektrophorese laufend angeschaltet ist. Es ist 

45 vielmehr mogHch, daB die Dielektrophorese beim Durchtritt 
eines Objekts aktiviert und dazu zeitHch verzogert (rd. 1 ms) 
die Elekdroporation durchgefuhrt wird. Die Verzogerung 
hangt je nach Anwendungsfall von der Stromungsgeschwin- 
digkeit im Kanal ab. Fiir Puis- bzw, HF-Generatoren fur die 

50 Elektroporation bzw. die Dielektrophorese ist vorzugsweise 
eine gemeinsame Massenverbindung vorgesehen. 

Eine weitere Abwandlung gegenuber der Anordnung 
lOlB in Fig. 10 ist in Fig, 11 gezeigt. Die Elektrodenstnik- 
tur 111 verjiingt sich in Bewegungsrichtung der Tbilchen 

55 bzw, in Stromungsrichtung im Kanal von einem groBeren 
Abstand der Teilelektroden hin zu einem geringeren Ab- 
stand der Teilelektroden. Eine deraitige Gestaltung erlaubt 
es, verschieden groBe Tbilchen an verschiedenen Orten zu 
behandeln, namlich das kleinere Tbilchen 113A welter 

60 stromabwarts als das groBere Teilchen 1135. 

P^tentanspriiche 

1. Vorrichtung zur Eleknroporations- und/oder Fusi- 
65 onsbehandlung mikroskopischer Objekte ui einem Me^ 
dium zwischen mindestens zwei Elektroden, wobei die 
Elektroden miniaturisierte Elektroden in einem Mikro- 
system mit einer Kanalstruktur sind^ die zum Durch- 
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fluB des Mediums tnit den Objekten eingerichtet ist, 

2. Vorrichtung gcmaB Anspruch 1, bei der die Elektro- 
den Hochfrequenzclcktroden zur Positionierung der 
Objekte in der Kanalstruktur und Pulselektroden zur 
Elektioporation undAxfer Fusion der Objekte umfbs- 5 
sen, 

3. Vorrichtung gemaB Anspruch 2, bei der die Hoch- 
frequenzelekttxDden und die Pulselektroden durch ge- 
trennte Elektrodenelemente oder durch gemeinsame 
Elektrodenelemente gebildet werden. 10 

4. Vorrichtung gemal3 einem der vorheigehenden An- 
spniche, bei der die PulselekUroden feldformende £in- 
richtungen zur Erzeugung eines Porations- und/oder 
Fusionsmusters aufweisen, 

5. Vorrichtung gemaB Anspruch 4, bei der die feldfor- 15 
menden Einrichtungen durch Spitzenelektroden oder 
Abschirmelemente mit geeigneten Durchtrittsoffhun- 
gen gebUdet werden, wobei die durch die Spitzenelek- 
troden oder die Abschirmelemente gebildeten wirksa- 
men Elektrodenflachen eine Dimension besitzen, die 20 
wesentlich kleiner als eine charakteristische Dimen- 
sion des jeweils zu behandelnden Objekts ist. 

6. Vorrichtung gemaB einem der vorheigehenden An- 
spriiche, bei der die Objekte von den Pulselektroden ei- 
nen Ab stand besitzen, der geringer als eine charakteri- 25 
stische Objektdimension ist. 

7. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei der in der Kanalstruktur in DurchfluBrich- 
tung des Mediums eine Vielzahl von Pulselektroden 
angeordnet sind. 30 

8. ELektioporationsgerat, das mit einer Vorrichtung ge- 
maB einem der Anspriiche 1 bis 7 ausgerustet ist* 

9. Elektrofusionsgerat, das mit einer %rrichtung g&- 
maB einem der Anspriiche 1 bis 7 ausgerustet ist, 

10. Gerat gemaB Anspruch 8 oder 9, das als Mikrosy- 35 
stem mit einer Multielektrodenanordnung gestaltet ist. 

11. Gerat gemaB Anspruch 10, bei dem das Mikrosy- 
stem charakteristische Dimensionen der Elektroden im 
Beieich von 100 jim oder geringer und charakteristi- 
sche Dimensionen der Elekrodenabstande im Bereich 40 
von emigen Duichmessem biologischer ZeUen besitzt, 

1 2. Verfehren zur Elektroporation und/oder Fusion mi- 
kroskopischer Objekte, bei dem die Objekte mit einem 
Medium durch eine Kanalstruktur eines Mikrosystems 

an mindestens zwei Elektroden vorbeigefiihrt weiden, 45 
die zur Elektroporation und/oder Fusion eingerichtet 
sind. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 12, bei dem die Ob- 
jekte in der Kanalstruktur mit Hochfrequenzelektioden 
auf der Grundlage negativer Dielektrophorese positio- 50 
niert oder gefiihrt werden. 

14. Verfahren gemaB Anspruch 12 oder 13, bei dem 
vor der Elektroporation bzw. Fusion eine Erfassung 
von Objekteigenschaften und/oder eine Ibsnnung von 
Objekten tnit verschiedenen Eigenschaften erfolgt. 55 
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